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RESUMEN 
Prevalencia de la mutación en el Factor V (G1691A) Factor U (G20210A) y la 
Metilentetraindrofolato redactase (MTHFR C677T) en pacientes con nesgo de 
trombofika y población sana de Panamá 
La trombosis es una de las pnncipales causas de mortalidad y morbilidad en el mundo 
con frecuencias de I por 100000 personas durante la infancia y de I por 100 personas en 
los adultos mayores con evidencia de la alta prevalencia de genes mutados que aumentan 
la susceptibilidad Entre ellos se encuentran el Factor V de Leaden (FVL) la mutación de 
la protrombma G202 10A y el poi:modismo C677T de la enzima Mehlentetrandrofolato 
reductasa Se seleccionaron 105 pacientes con histona de un evento tromboembólico y se 
compararon con 105 individuos sin historia de trombosis Tambien analizamos 55 
mujeres con historia de perdida gestacional recurrente (POR) y comparamos con 55 
mujeres sin historia de POR o trombosis Se encontró heterocigocidad para el Factor V de 
Leyden en el 67% de los pacientes con historial de trombosis y en el 10% de los 
controles con un Odds Ratio (OR) de 743 (IC95% 089 a 61 48) por lo que asociamos 
esta mutación como causa de trombosis E ncontramos un riego de 2 veces (OR 258 
1C9591 0 48 a 13 58) de presentar trombosis en los pacientes con la mutacion del Factor 
II G2021 0A No encontramos la mutación del FVL y Factor II G2021 0A en las mujeres 
con perdida gestacional recurrente por lo que no asciamos estas mutaciones como causa 
de la perdida No encontramos asociación del poi:modismo C677T de la MTHFR como 
causa de trombosis o POR en los pacientes estudiados 
Palabras claves trombosis Factor V de Leyden protrombina G20210A 
metilentetrandrofolato reductasa 
ABSTRACT 
Prevalence of the mutado:: ni the Factor V (G1691A) Factor II (G20210A) and 
methylenetetrahydrofolate redactase (MTHFR C677T) ut pattents at nsk of 
thrombophIlia and healthy popal:aloa of Panama 
Thrombosis is a major cause of mortality ami morbadity worldvnde with frequencies of I 
per 100 000 people in childhood and I in 100 people in older adulta vnth evidence of the 
high prevalence of mutated genes that incitase susceptibility These mclude the Factor V 
Lacten (FVL) the prothrombut G202 10A mutation C677T polymoiphism and 
Methylenetetrahydrofolate reductase enzyme 105 patients were selected ola the lustory of 
a thromboembolic event and competed with 105 mdividuals vnth no history of 
thrombosis We also analyzed 55 women with a lustory of recurrent pregnancy losa 
(POR) and compared with 55 women with no history of thrombosis or POR 
Heterozygosny for Factor V Leiden was found in 67% of patenta with a history of 
trombosis and I 0% of controls with an odds ratio (OR) of 743 (95% C1 089 to 61 48) 
so associate dna mutation as a cause of thrombosis We found a watenng 2 times (OR 
258 95% C1 048 to 13 58) of having thrombosis in patenta with Factor II 020210A 
mutanon We found no mutaban of the Factor II G202 10A and FVL ni women vnth 
recurrent pregnancy losa so no saciamos diese mutations as a cause of loas We found no 
association of MTHFR C677T polymorphism as a cause of thrombosis or POR m the 
patenta studied 
Keywords 
	 thrombosis 	 Factor 	 V 	 Leiden 	 prothrombui 
	 G202 10A 
methylenetetrahydrofolate reductase 
INTRODUCCION 
El término Estados de Hipercoagulabilidad se refiere a una amplia sene de 
condiciones tanto hereditarias como adqwndas de las que se sabe o sospecha que están 
asociadas con hiperactividad del sistema de coagulación y/o con el desarrollo de eventos 
tromboembólicos En esta condwion se incluyen cambios transitonos o permanentes de la 
coagulación relacionados con defectos geneticos definidos o con la interaccion con el 
ambiente asi como determinadas condiciones adquiridas que predisponen a la trombosis 
(Bertma eta! 1997) 
Se conoce como Trombofilia a la tendencia del individuo a la trombosis (Martinuzzo 
et al 1999) La trombosis es la obstrucción local del flujo de sangre por una masa en 
algun vaso arterial o venoso que produce la isquemia de los tejidos irrigados por este 
vaso (Limar et al 2008) 
La Trombofllia trata de un conjunto de alteraciones heterogeneas en el que se pueden 
distinguir dos categonas fundamentales Trombofihas hereditarias en donde el trastorno 
chnico parece tener una base genetica en el cual hay un estado de hipercoagulabilidad 
pnmano y trombofilla adquirida que está constituida por estados de 
hipercoagulabilidad asociada a circunstancias clmico patológicas que condicionan un 
3 
4 
mayor nesgo trombótico en el individuo (Leme es al 1996 Malcns es al 1997 Bauer el 
al 1998 Rao eta! 1998) 
La trombosis es una de las pnncipales causas de mortalidad y morbilidad en el mundo 
y su frecuencia es de 1 por 100000 personas durante la infancia y de 1 por 100 personas 
en los adultos mayores lo cual demuestra la alta prevalencia de genes mutados que 
aumentan la susceptibilidad (Seligsohn y Lubetsky 2001) Se calcula que la trombosis 
venosa causa unas 50 000 muertes anuales en Estados Unidos con una incidencia anual 
del 1 por 1000 (Heit et al 2001) 
Se han documentado muchos factores de nesgo que fomentan la trombosis tales como 
las intervenciones quirurgicas el embarazo los anticonceptivos orales y la 
inmovilizacion prolongada (sindrome de la clase turista) (Rosendaal 1999) 
El delicado equilibro del proceso de coagulacion de la sangre tambien se ve influido 
por un elemento genetico La vitt bioquirtuca de la coagulación es compleja y contiene 
muchos factores que potencian o inhiben el proceso provocando una coagulación 
insuficiente (hemofilia) o excesiva (trombofilia) Se han identificado tres factores como 
los principales responsables de la mayona de los casos de tromboflha hereditana (Berma 
y Rosendaal 1998 Poort el al 1996 Press esa! 2002) Las mutaciones en los genes de 
estos factores son indicadores utiles de un mayor nesgo de trombosis venosa Estos son el 
factor V Leiden (11506Q) el factor II (protrombina 20210A) y la MTHFR (677C>T) la 
MTHFR (metilentetrahidrofolato reductasa) es esencial para el mantenimiento de las 
concentraciones de los aminoácidos homocistana, los cuales que influyen en el proceso 
de coagulación de la sangre 
5 
El desequilibrio entre los sistemas procoagulantes y sus mecanismos regulatonos 
causado por la mteraccion entre factores geneticos y adquiridos es un paradigma 
multifactonal en el cual estos interactuan de manera cooperativa y conllevan a un nesgo 
significativo para el desarrollo de trombosis (NI:11er 2007) 
El sistema hemostatico interviene de forma relevante durante el proceso reproductor 
Durante la gestación normal se produce un estado de hipercoagulabilidad fisiológica 
(Gilabert eta! 1997) 
La pérdida gestacional recurrente (PGR) de 2 o más embarazos consecutivos es 
causada por diferentes enfermedades bien conocidas y otras en estudio 7% se debe a 
anormalidades cromosómicas 10% a anormalidades anatómicas 15% son de causa 
hormonal (estrógenos progesterona, diabetes hormona tifoidea) y un 5342% se debe a 
anomalías en la hemostasis (Sturat y Lancet 1990) 
En la población general la POR ocurre en un 2% de mujeres en edad reproductiva 
mientras que en mujeres con trombofilia conocida previamente al embarazo menos de un 
25% llegan a tener un embarazo a término con feto vivo (Pons et al 2002) 
Cada vez se aportan más evidencias que las pacientes con perdidas recurrentes de 
embarazo y trombofilia, son beneficiadas con el tratamiento y el seguimiento 
multidisciplinano para poder culminar su embarazo en forma satisfactona con un remen 
nacido vivo y sano (Kupferminc et al 1999 Otero el al 2001) De alu que el 
reconocimiento de factores de riesgo ya establecidos y conocidos como las trombofilias 
heredadas deben determinarse para establecer el potencial patológico en cada individuo 
ya que de esto depende su tratamiento seguimiento prevención y estudios familiares 
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El tromboembolismo venoso es el temer desorden cardiovascular más prevalente 
despues de la enfermedad isquemica y del choque pudiendo desencadenar un embolismo 
pulmonar evento que amenaza la vida Más aun los eventos tromboticos agudos generan 
un aumento en la morbilidad de los pacientes cuando estos presentan sindromes 
postrombólicos o enfermedad recurrente (Torres eta! 2006) 
En Estados unidos se ha estimado que aproximadamente dos millones de habitantes 
presentan algun episodio de tromboembolismo venoso al ano y 600 000 de ellos hacen 
embolismo pulmonar (López et al 2004) A pesar de esta enorme cantidad de población 
afectada por la trombosis se sabe poco sobre su real patogenesis dado el carácter 
multifactonal que la caracteriza Sin embargo en los ultimos 20 anos se ha visto un 
incremento en el estudio de los factores hereditarios tambien llamados trombofillas 
detección que facilitana a los cluucos decidir sobre la instauración de terapias de anb 
coagulación duracion del tratamiento y estudios de extension a otros miembros de la 
familia (Seligsohn y Lubetsky 2001) 
Particularmente llaman la atención el estudio del Factor V de Leiden y Protrombma 
G202 10A por ser las más frecuentes y el que presenta mayor nesgo En los ultunos anos 
la hiperhomocistemenua también se ha tenido en cuenta como factor de nesgo no sólo 
para trombosis venosa sino para otras alteraciones como defectos del tubo neural En 
particular se estudian los polimorfismos de la enzima Metilentetraludrofolato reductasa 
C677T y A 1298C los cuales han mostrado un leve incremento del nesga (Seligsohn y 
Lubetsky 2001) 
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El factor V L,eiden es la forma heredada más frecuente de la trombofilia Las 
poblaciones generales de Estados Unidos y Europa presentan porcentajes de entre el 3 y 
el 8% de heterocigosidad en el factor V Lacten (Zoller es al 1997) 
La frecuencia de la homocigosidad en la mutación del factor V Leiden es de 
aproximadamente I entre 5000 aunque la prevalencia vana considerablemente de una 
población a otra El nesgo de una tromboemboha venosa depende de factores tanto 
geneticos como adquiridos tales como la edad, obesidad, el embarazo los 
anticonceptivos orales inmovilidad prolongada, magias ortopédicas terapia de remplazo 
hormonal entre otros La edad es un factor importante el aumento del nesgo con la edad 
es más rápido en individuos con una mutación del factor V Lacten Un heterocagotico 
individual para la mutación el factor V Leiden tiene 7 veces más probabilidades de 
presentar tromboemboha venosa un homocigótico individual para el factor V Leiden 
tiene un nesgo 80 (ochenta) veces mayor (Malms el al 1997) 
Otros factores de nesgo geneticos (protrombina 20210A y MTHFR 677C) tambien 
contribuyen a aumentar el nesgo de alli que un heterocigótico para el factor V Le:den 
tiene 20 veces más nesgo si también es heterocigónco para la 20210A (Endler y 
Mannhalter 2003) 
Por lo general las pruebas están dirigidas a pacientes de menos de 50 anos con 
trombosis venosa y a pacientes o familiares con antecedentes familiares de trastornos 
tromboliticos Tamblen es conveniente realizar las pruebas a los familiares de individuos 
que tengan factor V Leida: y a las mujeres que presenten perdida fetal recurrente 
preeclampsut grave o muerte fetal El conocimiento del estado del factor y Leiden puede 
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influir en el tratamiento de un embarazo o en el proceso de toma de decisiones sobre 
anticonceptivos orales (Bokarewa e: al 1996) 
Una vez identificado el factor V Lacten la comprobacion de otros factores de nesgo 
de trombosis como la protrombuia (factor II) y la MTHFR puede aportar información 
valiosa La ventaja de la identificacion de mutaciones del factor V Leiden en pacientes 
con trombosis venosa consiste en que los miembros asintomáticos de sus familias pueden 
optar por determinar si ellos tambien tienen un mayor nesgo y asi facilitar el 
establecimiento de su tratamiento antitrombolitico durante periodos de mayor riesgo 
como durante intervenciones quirurgicas embarazos toma de anticonceptivos orales o 
largos penodos de uunovilmacion como viajes largos en avión (Spector el al 2005) 
La combinación de defectos trombofflicos aumenta el nesgo de perdida fetal como la 
demostró el estudio European Prospechve Cohon on Thrombophilia (EPCOT) (Preston el 
al 1996) 
En Panamá, en el ano 2010 estudiantes de tesis de Tecnologia Medica de la 
Universidad de Panama realizaron un primer estudio descntwo retrospectivo en 
pacientes con perdida gestacional recurrente que ingresaron al Labomtono de Genética 
del Complejo Hospitalario Dr Amulfo Arias Madrid, entre los anos 2007 2010 En 
dicho estudio determinamos la prevalencia de las mutaciones antes descritas Factor II 
(620210A) I 08% Factor V leyden 1 52% y MTHFR (C677T) 38 89% (Samarnego el 
al 2010) 
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Debido a la alta prevalencia de la mutación C677T en la MTHFR encontrada en el 
primer estudio de mujeres con POR nos propusimos realizar este proyecto con el 
objetivo de conocer la prevalencia de esta mutación incluyendo la del Factor V leyden y 
el Factor 11 (020210A) en pacientes sin histona de trombois o POR y de esta forma 
mediante estudio de casos y controles determinar la asociacion de estas mutaciones como 
causa de POR o trombosis en nuestra poblacion 
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OBJETIVOS GENERALES Y ESPECÍFICOS 
Objetivo General 
Comparar la prevalencia de la mutacion en el Factor V (01691A) Factor H 
(020210A) y la Metilentetrahldrofolato reductasa (MTHFR C677T) en pacientes con 
nesgo de trombofilia y población sana de Panama 
Objetivos upecdleos 
• Determinar la prevalencia de la mutación G 1691A en el gen del factor V 
• Determinar la prevalencia de la mutación 020210A en el gen de la Protrombma 
• Determinar la prevalencia de la mutación C677T en el gen de la enzima MTHFR 
• Comparar la frecuencia de estas mutaciones en individuos sanos pacientes con 





1 FUNDAMENTACIÓN TEÓRICA 
11 GENERALIDADES 
La definición clima de trombosis es la presencia patológica de un tapón hemostático 
en un vaso sangumeo o en el corazon que causa obstruccion del flujo sangumeo a tmves 
del Sistema Circulatono Dependiendo de su localización la enfermedad trombotica 
puede ser venosa o arterial siendo sus factores de nesgos y fisiopatologia diferentes para 
cada una (Segers el al 2007) 
Además es una de las pnncipales causas de mortalidad y morbilidad, generando una 
incidencia de 100 a 192 casos por 100000 personas año de estos un tercio presentan un 
émbolo pulmonar sintomático y los demás permanecen con una trombosis venosa 
profunda (Strrat e: al 1990 Pons eta! 2002) 
En 1884 Virchow postulo la teona de una triada de anormalidades (lesión endotehal 
esta= e hipercoagulabilidad) para explicar la etiologm de la trombosis Este concepto 
resulto profetico dado que ahora se ha demostrado que los tres componentes de la triada 
juegan un rol activo en el desarrollo de los fenomenos tromboticos En los ultimos anos 
ha sido evidente que el nesgo de desarrollar la enfermedad es un proceso chamico que 
resulta del sinergismo entre factores de nesgo adquindos y trombofilias heredadas 
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Para poder entender cómo estos factores alteran el mecanismo de la formación del 
trombo es necesano entender la fisiologut normal de la hemostasis los mecanismos que 
la regulan y los agentes de diversas indoles que aumentan el nesgo (Franchum et al 
2006) 
12 	 HEMOSTASIS Y REGULACIÓN DE LA COAGULACIÓN 
La hemostasis es un mecanismo fisiológico que controla la fluidez de la sangre y tiene 
el potencial de inducir rápidamente la formación de un tapon en los sitios de dano con el 
objetivo de parar o disminuir el sangrado Este proceso se realiza en tres diferentes fases 
La primera de ellas inicia con la adhesión de las plaquetas a las fibras de colágeno 
subyacentes al endotelio vascular que han sido expuestas como consecuencia del dano 
Esta adhesión es mediada por las glicoprotanas la/Ha y el factor de Von Willebrand 
(FvW) y como resultado las plaquetas empiezan a liberar diferentes factores de 
coagulación y de activación de leucocitos Postenormente se adhieren una a otra a través 
de integnnas lo cual termina formando el tapón hemostático plaquetano proceso también 
denominado hemostasis primaria (López el al 2004 Segers el al 2007 Nanerson el 
al 1982) 
El proceso de coagulación como tal tambien llamado hemostasis secundaria inicia con 
la exposición del factor taular a la sangre a partir de las capas subendoteliales y con gran 
afinidad y especificidad por las formas cunógena y activa del factor VII Una vez unido 
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al factor nsular activa a los factores IX y X El IX a su vez mteractua con su cofactor no 
enzimánco el Factor Villa en la superficie de la plaqueta para formar el complejo 
lenase el cual activa eficientemente al factor X Éste se ensambla en la membrana 
plaquetana con el Factor Va y forma el complejo de la protrombmasa el cual es el 
encargado de transformar la protrombma a trombo» y ella a su vez convierte el 
fibnnégeno soluble a fibras de fibrina insolubles que se agregan al coágulo de fibrina 
suave (López er al 2004 Segers eral 2007 Nemerson er al 1982) 
La ultima parte de la hemostasis involucra la filinnólnis Su rol es remover los 
depósitos de fibrina después de que el vaso lesionado ha sido restaurado a través de la 
plasmma (forma activa del plasnunógeno) de tal manera que la red de fibrina es disuelta 
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Figura 1. Representación esquemática de la coagulación. En la fase inicial el factor tisular 
(TF) que, en condiciones normales, no está en contacto con la sangre, se expone a ella y tras 
unirse al factor VIIa, inicia la vía extrínseca (su inhibidor es TFPI). Se genera una cantidad de 
trombina ¡la, suficiente para activar las plaquetas, y los factore VIII y V (fase inicial). Casi 
simultáneamente se activa el factor IX, que junto con el factor Villa genera Xa. Este, con el Va 
como cofactor, genera trombina (Ha) en grandes cantidades (fase de propagación). Esta fase es 
inhibida fundamentalmente por la antitrombina (AT) y por la vía de la proteína C (PC). Tomado 
de (Mateo, J. 2001). 
La formación del coágulo es bastante rápida, sin embargo el peligro radica en que el 
exceso del proceso termine produciendo una trombosis. Por ello la naturaleza ha creado 
varios mecanismos anticoagulantes para controlar las vías en diferentes niveles, dentro de 
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(antitrombina, alfa 2 macroglobulina y antitripsina) y la vía de la proteína C. Éste último 
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es considerado el mayor sistema anticoagulante en vivo. Inicia con la presencia de un 
exceso de trombina no unida al coágulo que rápidamente se une a una glicoproteína 
transmernbranal del epitelio llamada trombomodulina. Una vez unida, su capacidad pro 
coagulante es transformada a propiedades anticoagulantes al ser la encargada de activar a 
la Proteína C. Es así, que la Proteína C activada (APC) se une a un cofactor, la Proteína S 
en la superficie fosfolipídica de las plaquetas y rápidamente inactiva al factor Va y al 
Villa, y de esta manera disminuyen la generación de trombina en la vía pro coagulante 
(figura 2) (Miller el al., 2007; Segers el al., 2007). 
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Figura 2. Vía de la Proteína C. 
ACP=Proteína C activada; TM=trombomodulina; Thr=trombina; REPC=receptor endotelial de la 
proteína C; FVa = factor V activado; FVIlla = factor VIII activado; =Proteína S. Adaptado de 
McPherson & Pincus: Henry's Clinical Diagnosis and Management by Laboratory Methods, 21st 
ed. 
La antitrombina (formalmente llamada antitrombina 111) es una proteína inhibidora 
circulante del plasma que regula a la trombina y al factor Xa y en menor proporción a los 
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factores IXa, Xla, Xlla y VIIA. Su función se ve incrementada en las células endotcliales 
por glicosaminaglicanos tales como el heparán sulfato, dermatán sulfato y 
fan-nacolóicamente por la heparina (Figura 3) (Miller el al., 2007). 





Figura 3. Mecanismos inhibidores de la andtrombina. 
AT=antitrombina; Heparan= Heparina; 	 antitrombina; Thr= trombina. 
Tomado de MePherson & Pincus: Henry's Clinical Diagnosis and Management by Laboratory 
Methods, 21st ed. 17 
1.3 	 FACTORES DE RIESGO 
El tromboembolismo venoso a menudo resulta de las interacciones entre varios 
factores de riesgo, y el entendimiento de ellos incrementa la posibilidad de diagnóstico 
para realizar un tratamiento oportuno. La triada de Virchow mencionada anteriormente 
(estasis, hipercoagulabilidad y disfunción endotelial) promueve la trombogénesis 
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conociéndose ciertos factores de riesgo que pueden ser de tipo heredado y adquirido y se 
mencionarán a continuación (Osinbowale etal., 2010). 
El término trombofilia hereditaria, reconoce la presencia de factores hereditarios, que 
por si solos predisponen a la trombosis pero que, debido a la naturaleza episódica de la 
trombosis, requieren interacción con otros componentes (hereditarios o adquiridos) antes 
de la presentación clínica de la enfermedad (ver figura 4) (Mateo, J. 2001). 
GEN 1 	 GEN 2 	 Factor 1 41-0w, Factor 2 
GEN 3 -' 	 Factor 3 
Figura 4. Esquema de la trombofilia como ejemplo de la enfermedad compleja. La 
interacción de diversos genes entre sí, de factores ambientales entre sí, condicionan el fenotipo, 
en este caso, la enfermedad tromboembólica. Tomado de (Mateo, J. 2001). 
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1.3 1 FACTORES DE RIESGO ADQUIRIDOS 
1.3 11 Cirugía Ortopédica mayor (Reemplazo de cadera o rodilla) 
Estudios chnicos aleatonzados han demostrado tasas de trombosis 7 a 14 dias despues 
de una mi-uva ortopedica mayor en pacientes san profilaxis hasta de un 60% Tambien se 
identificaron signos de embolismo pulmonar hasta en un 28% cuando se realizó una 
escanografia de ventilación perfusión de rutina (Osinbowale e: al 2010) 
1.3 1 2 Fractura de pelvis cadera o huesos largos 
Los estudios en pacientes con fractura de cadera fueron de los pnrneros en demostrar 
la magnitud del nesgo de presentar trombosis venosa En ocho estudios prospectivos en 
los cuales se realizo venografia de contraste después de una muga por fractura de 
cadera se encontró aproximadamente un 50% de trombosis venosa profunda en pacientes 
sin profilaxis (Osinbowale et al 2010) 
1.3 1.3 Cirugía general mayor 
Este termino se aplaca a pacientes que van a oruga abdominal o torácica y que 
requieren anestesia general por lo menos de 30 minutos Sin trombofilans la incidencia 
de trombosis fue de aproximadamente 10%-40% entre los pacientes (Osinbowale et al 
2010) 
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1314 Trauma múltiple y daño a la médula espinal 
Se encontró estudios que reportan trombosis venosa profunda en el 47% de pacientes 
con trauma (Geerts et al 1994) 
1.3 1 5 Quimioterapia y malignidad 
El cáncer activo fue un factor de riesgo para el 223% de personas en un estudio 
poblacional La frecuencia de trombosis se incrementó de 2 a 3 veces en pacientes que 
iban a magia por alguna patologia ttunoral maligna en comparación a aquellos que iban 
por otro tipo de patologia La administración de quimioterapia tamblen se ha asociado a 
un incremento del nesgo Por ejemplo mujeres con carcinoma de mama con 
quimioterapia y muga tienen un nesgo aumentado en 3 veces de presentar un evento 
trombotico en comparación a mujeres cuyo tratamiento es solamente quirurgico 
(Osinbowale el al 2010) 
1316 Cirugía de rodilla artroseópica 
Estos pacientes presentan un nesgo bajo a moderado dependiendo de la presencia de 
riesgos adicionales Cambios adversos en la hemostasis después de una laparoscopla 
tambien han sido reportados (Osinbowale et al 2010) 
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1.3 1 7 Anticonceptivos orales y embarazo 
Un estudio de casos y controles concluyó que la incidencia de trombosis venosa 
profunda en mujeres jóvenes sin enfermedad que toman anticonceptivos estrogénicos 
orales es de 1 a 3 por 10000 personas ano El embarazo aumenta este nesgo 5 veces El 
embolismo pulmonar es una de las principales causas de mortalidad materna postparto 
con una incidencia de I caso por cada 1000 nacimientos (Osuibowale el al 2010) 
1.3 1 8 Terapia de Remplazo Hormonal 
Mujeres recibiendo terapia de remplazo hormonal tienen un aumento del nesgo de 2 a 
4 veces de trombosis venosa idiopática en comparación a mujeres sin el tratamiento En 
hombres con terapia hormonal para carcinoma de próstata tambien se ha reportado un 
aumento del nesgo (Osuibowale el al 2010) 
13 19 Tromboembolamo venoso previo 
Pacientes con un episodio previo de trombosis venosa profunda tienen un riesgo 
mayor para recurrencia, particularmente cuando estan expuestos a condiciones de alto 
nesga (cirugias mayores inmovilidad prolongada) En un estudio de casos y controles 
pacientes con un episodio previo teman un Odds Ratio de 15 6 en comparación a aquellos 
que no lo teman (Osinbowale el al 2010) 
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1.3 110 inmovilidad prolongada debido a viajes en carro o avión 
Reportes de casos sugieren que la mayona de estos eventos afectan a personas con 
otros factores adyuvantes o con un episodio previo de tromboembolismo venoso 
(Osinbowale el al 2010) 
1.3 1 11 Venas várices 
La importancia de las venas vánces como factor de nesgo independiente es 
controversia! En general se piensa que es un factor débil para presentar la patologia 
(Osmbowale el al 2010) 
13 1 12 Edad 
Pacientes mayores de 40 anos presentan un nesgo significativo aumentado en 
comparacion a pacientes jóvenes y este nesgo se dobla por cada decada subsecuente 
(Osinbowale el al 2010) 
13 113 Obesidad 
Un estudio de casos y controles en 1272 pacientes mostro que la obesidad presentaba 
un odds ratio de 239 y un nesgo relativo de 1 7% a 3 2% (Osmbowale el al 2010) 
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1.3 2 FACTORES DE RIESGO HEREDITARIOS 
La resistencia a la proteina C activada (APC) protrombina G202 10A deficiencia de 
antitrombina, protema C y S homocistmuna, hiperhomocatemenna y el sindrome de 
anticuerpos antifosfolipidos constituyen la mayona de las trombofilias heredadas Su 
descubrimiento clasificación y diagnóstico han sido un reto para la medicina en los 
unimos años desde el descubrimiento de la primera mutación asociada a trombosis en el 
ano de 1965 (Onnbowale el al 2010) 
14 DEFINICIÓN Y CLASIFICACIÓN DE LAS TROMBOFILIAS 
En los unimos años se ha vuelto evidente que la generación de la trombosis implica 
un proceso dinámico que resulta de la actividad conjunta de los riesgos antes 
mencionados con las trombofilias heredadas (Sehgsohn ei al 2001 Franchnu a al 
2006) 
La deficiencia de anutrombma y la disfibnnogenemia fueron las primeras 
trombofilias en ser descritas encontrándose en familias en donde vanos miembros 
presentaban trombosis venosa Postenormente deficiencias heterocigotas de la Frote= 
C y S fueron identificados también como causa de trombofilia heredada Inicialmente la 
busqueda de pacientes con trombosis idiopáticas y alteraciones genéticas fue algo 
decepcionante porque sólo el 5% de los pacientes las presentaban La situación cambió 
dramancamente en el ano de 1993 tras el descubrimiento de la resistencia a la Protema C 
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activada En 19% se encontró que la sustitución de adema por guanma en el nucleótido 
20210 del gen de la protrombina (G202120A) era otra causa de trombofilm 
Recientemente los estudios se han enfocado en el efecto de la luperhomomstememm 
como factor de nesgo tanto heredado como adquirido para el desarrollo de trombosis 
venosa profunda (Seligsohn et al 2001) 
El termino 'Trombofilla Hereditaria fue inicialmente usado para describir la 
deficiencia congenita de antitrombma sin embargo ahora se usa genencamente para 
todos los desórdenes de hipercoagulabilidad causados por un defecto hereditario De esta 
manera se ha propuesto clasificarlas en cinco grandes grupos (Franchnu et al 2006) 
Defectos cuantitativos o cualitativos de factores inhibidores de la coagulación 
antitrombina, protema C protema S hepanna, cofactor 11 y deficiencias de 
trombomodulum 
I Aumento en los niveles o ganancia de función de los factores de coagulación 
factor V de Leiden mutación de la protrombina, hiperfibrumgenemia y elevacion en los 
niveles de los factores VII VIII IX y XI 
2 Hiperhomocistememia polimorfismos de la enzima Metilentetrahidrofolato 
reductasa (MTHFR) 
3 Defectos en el sistema fibnnolitico plasnunógeno activador del plasminógeno 
tmular factor XIII y lipoprotema 
4 Alteraciones en la ftmcion plaquetana 
Entre todos los factores congenitos se hace especial enfasis en tres de ellos la 
mutación R506Q del gen del factor V de la coagulación (conocido como factor V de 
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Leiden) y la mutación G202 10A del gen de la protrombnia, que se han revelado de 
especial importancia porque se encuentran con más frecuencia en los pacientes con 
episodios de Trombosis Venosa Profunda (TVP) su prevalencia en la población general 
(poblacion occidental) es bastante alta y además al ser factores herechtanos el estudio 
familiar de pacientes portadores puede ser util como herramienta de prevención 
(Carmona el al 2003) 
Por otro lado estudiar la asociación entre algunas vanantes genéticas (polimorfismos 
de la enzima Metilentetraludrofolato reductasa MTHFR) asociadas a niveles elevados de 
homocistema y trombosis venosa puede ser informativa para dilucidar si en verdad los 
niveles altos de ésta juegan un rol crucial en el desarrollo de la patologia (Franchnu el 
al 2006) 
141  Factor V de Ladeo 
El factor V de la coagulación es una protema esencial en la hemostasis jugando un rol 
crucial tanto en la va procoagulante como anticoagulante En su forma inactiva sirve 
como un cofactor del Factor X activado (nes) en el complejo de la protrombinasa el cual 
cata liza la conversion de protrombina en trombina sin embargo también actua como 
cofactor de la proteina C activada (APC) en la regulación de la actividad del Factor VIII 
activo (Franchim el al 2006) 
El gen que codifica el factor V es de aproximadamente 80 Icilobases de laman° y se 
encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 1 (1q23) y consiste de 25 exones y 
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24 mtrones Su transcripción da origen a un mRNA maduro de 68 kb el cual codifica una 
protema de 330 ItDa que circula en la sangre en una concentración de aproximadamente 
21nM (Segers eta! 2007) 
Antes de 1993 la evaluación de las trombofiluis heredadas se limitaba a realizar 
ensayos funcionales para la protema C S o deficiencia de antitrombina esta 
aproximación cambio cuando se describió una nueva forma familiar de trombotilia 
caracterizada por resistencia a la Proteuia C activada (Dahlback el al 1993) 
Subsecuentemente vanos laboratorios reportaron el defecto genético responsable de esta 
resistencia una mutación sin sentido (Guama por Adema) en el nucleóndo 1691 del 
gen del Factor V El cambio en el aminoácido resultante Arginina por Glutamine en la 
pomo:in 506 ocurre precisamente en uno de los tres sitios donde la APC normalmente 
diva e inactiva la forma procoagulante del Factor Va, lisie:endose por tanto parcialmente 
resistente a la acción anticoagulante de la APC y es inactiva& aproximadamente a una 
velocidad diez veces menor de lo normal resultando en un aumento de la trombina 
circulante y por tanto a un estado protrombótico (figura 5 y 6) (Carmona el al 2003) 
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Figura 5. Representación esquemática del procesamiento proteolitico del Factor V. El 
Factor V es una larga glicoproteína de cadena sencilla, organizada en los siguientes dominios: 
Al-A2-B-A3-C I -C2. La activación del Factor Va se lleva acabo via proteólisis por la trombina o 
el factor Xa. El factor Va se compone de una cadena pesada (dominios Al y A2) y una cadena 
ligera (dominios A3, Cl y C2). Durante el proceso de inactivación, la proteína C activada (PCA) 
escinde al factor Va en las Arg506, Arg306 y Arg697. La mutación puntual G por A en el 
nucleótido 169 len el gen del factor V, origina el cambio de la arginina (R) 506 por glutamina 
(Q). Esta sustitución disminuye notablemente el proceso de inactivación del factor Va mediado 
por PCA en este sitio de ruptura, constituyendo la base molecular de la resisntencia a la PCA 
(RPCA), tomado de (Actula, M. 2009). 
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Figura 6. Representación esquemática del efecto protrombótico del Factor V Leiden en la 
coagulación, el sistema fibrinolítico y el sistema anticuagulante de la PC. El FVL conduce a 
una disminución en la inactivación del FVa y por ende, a un incremento en la actividad del 
mismo, lo cual conduce a un aumento en la producción de trombina, lo que a su vez provoca un 
aumento en la formación del trombo. El incremento de trombina también induce el aumentoen la 
generación de TAFI (un inhibidor del sistema fibrinolítico). Ademas, el FVL también afecta la 
actividad anticuagulante en el sistema de la proteína C, pues es un pobre cofactor en degradación 
del FVIlla mediada por la MC. Tomado de (Zoller, el al., 1999). 
Esta alteración en su forma heterocigota genera un aumento del riesgo de presentar 
un episodio de trombosis venosa de 3 a 7 veces, mientras que para los homocigotos 
aumenta de 50 a 100 veces (Press et al., 2002; Rossendorf el al., 2007; Segal el al., 
2009). 
En 1998 se descubrieron otras dos mutaciones en el factor V: el FV Hong Kong y el 
FV de Cambridge los cuales fueron reportados en pacientes con trombosis. Ambas 
mutaciones son resultado del remplazo de la Arginina 306, en el FV de Hong Kong por 
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una glicina y en el de Cambndge por treonma Sin embargo el pnmero no ha sido 
asociado a resistencia contra APC (Norstrem eta! 2002) 
142  Mutaciones ea la Protrombwa 
Unos meses despues del descubrimiento del Factor V de Leiden otro importante 
factor de nesgo protrombótico fue identificado De hecho hacia finales de 1996 un 
estudio mostró que 18% de los pacientes seleccionados con trombosis venosa y cerca de 
1% de controles normales teman un cambio de nucleóbios en la base 20210 del gen de la 
protrombma (Franchuu eta! 2006 Poort eta! 1996) Éste factor denominado Factor II 
de la coagulación es una protema dependiente de vitamina K, que en el proceso de 
coagulación se trasforma en tromba= (senna proteasa) y en el mismo proceso se encarga 
de producir fibrina La protrombina se encuentra codificada en el cromosoma 11 en 
posicion 11p11112 el gen de la protrombina posee 14 exones separados por 13 intrones 
en la región 5 y una región no traducida en la región 3 (McGlennen el al 2002) 
La mutación 20210 fue descubierta por (Poort et al 1996) y en esta ocurre un 
cambio de G por A en la base 20210 en la región no traducida 3 del gen (ver figura 7) 
Los análisis de haplotipos sugieren que la mutación apareció de un unico fundador hace 
20000 o 30000 anos En Europa, la prevalencia es del 2% con un rango de O 7-4% La 
prevalencia mas alta parece encontrarse en las regiones del sur (aproximadamente 1 7%) 
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En los Estados Unidos se estima entre I y 2%. La mutación no es común en 
afroamericanos, asiáticos y nativos americanos (McGlennen et al., 2002). 
1 Id, 
Exon 1 234 S E 	 134 1011 12 	 1 4 
O mi 	
j r • 
hp 





. . . AACTGACTCTCAGC :ACCCTC. 
Figura 7. Estructura del gen de la protrombina humana y localización de la mutación 20210 
G por A. El gen de la protrombina comprende 14 exones y se extiende aproximadamente 20Kb 
de ADN en el cromosoma I 1. Los exones son representados por barras negras y los intrones por 
líneas. El RNAm tiene un tamaño aprximado de 2.1 Kb y se compone de una región traducible 
(caja gris) y regiones 5' y 3'no traducibles (cajas claras). La secuencia nucleotídica que flanque la 
transición G por A en el nucleótido 20210 en la región 3 'UTR se indica en negritas. Tomado de 
(Zoller, etal., 1999). 
La primera descripción de la mutación, los heterocigotos presentaban una media 
plasmática de niveles de protrombina significativamente mayor (1.32 U/mL) comparados 
con individuos con genotipo silvestre (1.05 u/mL). Por su parte, los homocigotos 
mutados presentaban niveles de 1.70 u/mL. Un reporte reciente demuestra que la 
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mutación G por A genera una ganancia de función debido a un incremento en el 
de la senal de divas en la región 3 El resultado final es la acumulacion 
de inRNA y por tanto un aumento en la ~esa de protrombina Otros han mostrado que 
los niveles elevados pueden inhibir la proteina C activada mediada por una machvacion 
del Factor Va, lo cual Ilevana a una intensificación en la generación de tromba» después 
de iniciada la coagulación (McGlennen el al 2002) 
Numerosos estudios de casos y controles han demostrado de manera más o menos 
consistente la asociación entre la mutación y la enfermedad tromboembólica se reportó 
un aumento en el nesgo de casi 3 veces (OR 2 8 95% 1C 1 4 5 6) (Poort et al 1996) 
Desde entonces otros estudios han estimado un nesgo relativo para trombosis venosa 
entre 2 y 12 estando la mayona de los estudios en un rango de 2 a 3 (Segal el al 
McGlennen el al 2002) 
1 43 Polunorfismos ea la muna Metileatetraludrofolato redactase (MTAFft) 
La homocistema es un ammoacido trombogénico sulfurado que se forma en el 
metabolismo de la menonita Se cataboliza a cisterna por la via de la transulfiusción con 
la intervención de dos enzimas dependientes de la vitamina 86 (cistationma B sintasa y 
cistationasa) o puede ser remetdada a metionina, proceso en el que interviene la enzima 
metilentetrahalrofolato redactase (MTIIFR) Esta enzima cataliza la conversion de 5 10 
mehlentetrandrofolato en una reacción dependiente de NADPH a 5 
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metilentetrahidrofolato; este metabolito que se produce en una reacción fisiológica 
irreversible, es uno de los tres dadores del grupo metilo en la conversión de homocisteína 
a metionina por la enzima metionina sintasa (Figura 8) (Bermúdez et. al. 2006; Ayala et 
al., 2010; Key el al., 2002). 
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Figura 8. Metabolismo de la hornocisteina. La Homocisteína se metaboliza por transulfuración 
a Cisteína, dependiente de B6 o por remetilación a Metionína. La remetilzación esta catalizada 
por la Metionin Sintetasa (MS). SAM = S-adenosilmetionina. SAH = S-adenosilhomocisteina. 
THF = Tetrehidrofolato. BHMT = betahomocisteína metiltransferasa. CBS = Cistatoin-B-
Sintetasa. MAT = Metionin adenosin transferasa. MTHFR = Metilentetrahidrofolato reductasa. 
Tomado de (Acuña, M. 2009). 
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Se han propuesto vanas hipótesis acerca de los posibles roles de la homocisteinemia 
en la enfermedad vascular Se estudia el efecto en el endotello secundario al dano por 
auto oxidación de la homocistema, alteraciones en las celulas musculares lisas (respuesta 
proliferativa y aumento en la producción de colágeno) y otros efectos que se pueda tener 
en las vos de coagulación como la mduccion de la sintesis del factor tisular por parte de 
los monocitos activación plaquetana y b:osmtesis de tromboxano Recientemente se ha 
reportado que la homocisteina de una manera dosis dependiente puede llevar a 
alteraciones del factor Va lo cual resulta en una reducción en su tasa de clivaie por la 
proteina C activada (Key et al 2002) 
El gen de la MTHFR se encuentra localizado en el cromosoma 1p36 Se publicó un 
polunorfamo en el gen que codifica el dominio catalitico de la MTHFR (Frosst el al 
1995) mientras que en otro estudio reportaron un alza de 20% en los niveles de 
homocistema plasmatica en los portadores homocigóticos de este pohmorfismo 
(Brattstron el al 1994) 
Esta variante muestra una actividad reducida de la enzima a 37 C y aumenta su 
tema:labilidad a 46 C de aqiu que se refieran a ella como la variante tennolábil Este 
polunorfismo se debe a una sustitución de C por T en la base 677 el cual codifica un 
cambio de aminoácido de alaiuna por vahea. Aproximadamente el 12% de la población 
en los Estados Unidos es homocigota para esta mutac ion y la hiperhomocistememia 
tipicamente se manifiesta cuando los niveles de folato se encuentran en el extremo 
inferior de los rangos normales (Bermudez el al 2006 Ayala el al 2010 Key el al 
2002) 
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El nesgo que conlleva la presencia de este polimorfismo es de aproximadamente 2 5 
veces para presentar un evento de trombosis venosa sin embargo su asociación al factor 
V de Leiden se acompana de un aumento del nesgo y sirve como un ejemplo de la 
interaccion gen gen en las trombofilias (Key eta! 2002 Den Heijer el al 2005) 
Otras variantes que han sido detectadas incluyen la Al298C que genera un cambio de 
glutanuna por annum y ha sido implicada en la patogenia de los defectos del tubo neural 
(Wenberg et al 1998 Van der Pul el al 1998) la T1068C y la T1317C no son 
chnicamente significativas (1Cey el al 2002) 
15 TROMBO FILIA E IMPACTO EN EL EMBARAZO 
El aborto es definido como la perdida del embarazo antes de la semana 20 de 
gestación y se encuentra asociado a desordenes geneticos al azar que no recurren en un 
embarazo subsiguiente (Pabinger eta! 2005) 
Los abortos recurrentes se definen como la perdida consecutiva de tres embarazos y la 
probabilidad Chilla de que esto se presente es de aproximadamente 08% En 1996 se 
hicieron los pnmeros reportes que establecian una asociación entre esta entidad y algunas 
trombofillas (Rey el al 2003) La mayona de estos estudios incluyen el análisis del 
Factor V de Le:den protrombina 20210 y MTHFR C677T En el más grande de ellos se 
investigó la asociación entre el factor V de Leiden y abortos recurrentes en más de 1000 
mujeres caucásicas y en este estudio no se demostró una asociación directa pero si un 
aumento en el numero de mujeres con resistencia a la protema C activada en comparan:in 
con los controles (Ral et al 2006) Sin embargo en otro meta análisis los datos muestran 
35 
un aumento en los Odds Ratio (OR) de aproximadamente 2 6 más para el Factor V de 
Leiden OR similares se han demostrado para portadores de la mutación de protrombma 
G202 10A (Rey eta! 2003) Por otra parte los hallazgos relacionados a MTHFR han sido 
contradictonos (Ral el al 2006) Es importante además tener en cuenta el genotipo 
paterno e incluso el fetal puesto que estudios prospectivos en parejas en donde 
cualquiera de los dos tiene la mutación han mostrado un riesgo significativamente alto de 
aborto comparado con parejas en las cuales ninguno tiene la mutación (.11vraj el al 
2006) 
Los reportes hastomorfológicos han mostrado compromiso de los vasos sangtuneos 
con trombosis vasculanzación de las vellosidades alanos fibrosas y vasculopatia 
dectdual Se ha reportado que estos infartos son más significativos cuando los fetos teman 
el alelo del FV de Leuden en comparacion a genotipos normales (Raspollmi eta! 2007) 
A pesar de la falta de más estudios prospectivos randomizados en mujeres con abortos 
recurrentes que tienen un defecto trombofilico se han hecho tratamientos con 
anticoagulantes en otro tipo de estudios usualmente hepanna y ocasionalmente aspirina 
Uno de estos estudios se realizo en mujeres embarazadas con perdidas no explicables 
antes de la semana 10 y con Factor V de Leiden o mutación en la protrombina Ochenta 
de estas mujeres recibieron 40 mg de enoxaparma subcutáneamente y los controles 
tomaron 100 mg de aspirina al dia Los resultados mostraron que 86% de las mujeres 
tratadas con hepanna tuvieron un embarazo a termino sin problemas en comparacaon con 
el grupo control con tan solo el 29% (Rau eta! 2006) 
5 Ç A DE BIBLIOTECAS DE CA" 
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Se requiere mas evidencia para decidir que tratamiento con hepanna debena ser 
recomendado para mujeres embarazadas con trombofilia y perdidas recurrentes Lo que si 
es claro es que su administración disminuye significativamente el nesgo de eventos 
tromboembólicos durante el embarazo lo cual es particularmente importante para 
mujeres trombofilicas que no tengan disponible otras alternativas de tratamiento de 
eficacia probada (Rai el al 2006) 
Existen diferentes publicaciones que reportan la prevalencia y asociación de la 
mutación en el Factor V (01691A) Factor 11 (020210A) y la MTHFR C677T como 












Kutteh et FVL 1/50 2/50 2.1 4 0.5(0.04- 
a!, 1999 Caucásica PT 1/50 1/50 2.1 2.1 5.5) 




Martinelli Caucásica FVL 5/67 6/232 7 3 10.9) 
eta!, 2000 PT 6/67 7/232 9 3 3.3 (1.1- 





































Alonso et FVL 2/75 1/75 3 1.3 N5 
al, 2002 Caucásica PT 4/75 2/75 5 3 NS 
(España) MTHFR 9/75 7/75 12 9 NS 
Quintero et FVL 5/119 10/218 4 5 N5 
o/, 2006 Mestiza PT 0/119 7/216 0 3 N5 
(México) MTHFR 20/120 42/213 17 20 NS 
FVL 2/130 1/137 1.5 0.7 NS 
TESIS Mestiza PT 4/130 2/137 3.1 1.5 NS 
MTHFR 38/130 37/137 29.2 27 NS 
Tabla 1. Prevalencia de trombofilia hereditaria como causa de PGR, en diversas 
publicaciones (Acuña, M. 2009). 
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Tabla 2. Publicaciones que estudian la asociación de trombofilia y perdida gestacional 
recurrente (Acuña, M. 2009). 
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------ -- 1,no,2,no; 
3, no,4, 
no 5, no 
Tabla 2. Publicaciones que estudian la asociación de trombofilia y perdida gestacional 
recurrente. (Acuña, M. 2009). 
Criterios de calidad: 1. cohorterepresentativa; 2. averiguación fidedigna de fuentes; 3. 
evaluación ciega de resultados; 4. Comparación de factores confusores; 5. seguimiento apropiado, 
FVL.factor V Leiden, MTHFR. metilentetrahidrofolato reductasa; PC proteína C; PS proteína S, 
ACA anticuerpos. 
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16 PRUEBAS GENETICAS PARA DETECCIÓN DE ALTERACIONES EN 
FACTORES DE COAGULACIÓN 
Hay vanas razones para que los médicos en la práchca diana soliciten una prueba de 
trombofilla genética para sus pacientes 
1 Para proveer una explicación de la causa de Tromboembolismo venoso dado el 
carácter mulhfactonal de la entidad Los estudios mforman que la sola presencia de una o 
más factores heredados no es suficiente para aplicar la causa de la entidad pero si 
influyen elevando el nesgo (Mamola' el al 2007) 
2 Para establecer el nesgo de recurrencia y determinar la duración de la 
anticoagulación (Mazzolai el al 2007) 
3 Para predecir el nesgo en familiares asintomáticos (Mazzolal el al 2007) 
Dado que durante los uñimos 25 años se han venido estudiando las mutaciones en los 
genes del sistema coagulación/anticoagulación como factores de nesgo para el 
tromboembolismo venoso concomitantemente se han estado desarrollando metodos 
diagnósticos moleculares (Cooper el al 2007) 
Los métodos basados en DNA para detectar este tipo de alteraciones se encuentran 
ampliamente disponibles en los laboratonos para probar definitivamente la presencia del 
polimorfismo o mutación cada uno con ventajas y desventajas a la hora de seleccionarlos 
y utilizarlos (tabla 3) Entre ellos están aquellos basados en la amplificación genónuca 
por medio de la PCR y los que se basan en otros métodos 
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Método Prueba Ventajas 
, 
Desventajas 
Basados en PCR 
... 
RED-PCR múltiplex Ampliamente 
disponible, 	 precisa 	 y 
efectiva 
Multipasos; 	 ensayo 
manual. 	 Riesgo 	 de 
mala 	 interpretación 
con 	 la 	 presencia 	 de 
múltiples bandas 
ARMS No 	 requiere 	 enzimas 
de 	 digestión 	 para 
restricción 
Riesgo 	 de 	 toxicidad 
con bromuro de etidio 
(si se usa) 
SSCP Puede 	 detectar 
mutaciones Inusuales 
Faite de especificidad. 
Discriminación pobre 
de otras mutaciones 
ELISA Sencillo Ensayo manual 
FRET Resultados 
disponibles en menos 
de 	 2 	 lloras. 	 Muy 
sensible. 	 Puede 
Alto costo del equipo. 
Mayor riesgo de 
contaminación 
detectar 	 mutaciones 
inusuales 
SecuenCiamiento Sencillo y rápido Alto costo 
Microarray Completamente 
automatizado 
Necesita 	 DNA 
purificado 
No basados en PC R Invader Sencillo, 	 de 	 fácil 
interpretación 	 con 	 su 
software 
Requiere 	 alta 
concentración de DNA 
purificado 
Tabla 3. Métodos disponibles para la detección de factor V de Leiden y Factor 11 G20210A. 
PCR=reacción en cadena de la polimerasa; FRET= transferencia de energía por resonancia de 
fluorescencia; RED= digestión por enzimas de restricción; ARMS= sistema de amplificación 
refractaria mutacional; SSCP= polimorfismo confonnacional de cadena única; ELISA= ensayo 
inmunoabsorbente ligado a enzimas. Tomado de Cooper P. .C, Rezende S.M. An overview of 
methods for detection of factor V Leiden and the prothrombin G20210A mutation (Cooper et al., 
2007). 
Métodos basados en PCR: 
Emplea primers específicos para amplificar la secuencia que contiene la mutación 
blanca, por ejemplo parte del exón 10 del FV y la parte 3' no traducida en protrombina. 
Posteriormente los productos de amplificación son corridos en un gel de electroforesis. 
Una variedad de métodos basados en PCR se han usado para la detección de estas 
mutaciones. Entre ellos están: 
- Restricción por enzimas de digestión: Este método se basa en que las mutaciones o 
los SNPs pueden abolir o crear sitios de restricción para una enzima determinada, 
permitiendo discriminar el genotipo por visualización de los fragmentos de diferentes 
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tamanos al separarlos por electroforesis en agarosa o acnlamida Si más de una mutación 
va a ser detectada en una multiplez los fragmentos digeridos deben ser de un tamano 
suficiente para pemutir una interpretación clara y simple del gel (Cooper el al 2007) 
Amplificado:3 refractory mutation system (ARMS) es una tecnica multiplez 
en donde los alelos silvestres y mutados son amplificados concomitantemente con 
primera especificos para cada genotipo con produccion de amphcones especificos de 
diferente tamano molecular Los productos son detectados por electroforesis en agarosa o 
aznIamicla (Cooper el al 2007) 
Polimorfismo conformacional de cadena unica (SSCP) El DNA amplificado es 
denaturado a cadenas unicas y luego analizado por electroforesis La movilidad de la 
molecula depende de la longitud del amplicon del peso molecular y en general por su 
conformación la cual está determinada por la secuencia de nucleóhdos (Koksal el al 
2007) 
Ensayos mmunoabsorbentes ligados a minmas se hibnda un producto biotuulado de 
PCR con un oligonucleótido en una placa con pozos El conjugado de estreptavidum 
peroxidasa es anachdo y finalmente un buffer de peróxido de hidrógeno con cromófobos 
detectan el amplicón unido Al comparar la densidad del color generada entre las 
reacciones de los alelos silvestres y mutados con las sondas de oligonucleótidos se 
determina el genotipo (Cooper eta! 2007) 
Identificacion por Fluorescencia de fragmentos de PCR en Tiempo Real los 
genotipos son detectados al comparar las temperaturas medir% puesto que la del alelo 
mutado ocurre a una temperatura infenor que la del alelo silvestre (Cooper el al 2007) 
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Secuenciamiento directo de DNA especificamente la pirosectienciación es la que se 
ha usado para detectar estas mutaciones La reaccion es monitoreada con la liberación de 
pirofosfato con conversas:in a Al? y detección por la reacción de lucifenn hiciferasa 
(Cooper et al 2007) 
Métodos no basados en PCR 
Invader Assay Este método utiliza la enzuna chvasa, un tipo de nucleasa que clava 
las regiones no pareadas del DNA de al menos I pb Independientemente del genotipo 
dos sondas de oligonucleótidos llamadas Invasora y Pnmana se unen y se disocian 





2 DISEÑO EXPERIMENTAL 
2 1 TIPO DE ESTUDIO 
Casos y controles prospectivos 
22 POBLACIÓN A ESTUDIO 
Definición de casos y controles 
Grupo A 55 mujeres panamenas con historia de 2 o más perdidas gestacionales 
(POR) referidas al Laboratorio de Genética del Complejo Hospitalario Dr Antulfo Anta 
Madrid para estudio de trombofilia genética a partir de enero del ano 2013 
Controles del grupo A 55 mujeres panameñas que tuvieron lujos sin antecedentes de 
POR o Trombosis 
Ambos grupos comprendan edades reproductiva entre 17y  44 anos 
Grupo 8 105 pacientes referidos al Laboratorio de Genetica, por los servicios de 
Diagnóstico Prenatal Hematologia, Gineco Obstetricia y Neurologia del Complejo 
Hospitalario Dr Amulfo Anta Madrid, que hubiesen presentado por lo menos un evento 
tromboembóhco (ETE) ya sea accidente cerebro vascular (ACV) Trombosis venosa 
profunda (TVP) o tromboanbolismo pulmonar (TEP) sin otros factores de nesgo a partir 
de enero del 2013 
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Controles del grupo B: 105 individuos panameños sin historia de Trombosis. 
Ambos grupos presentaron edades entre 20 y 70 años. 
2.3 METODOS 
Recolección de las Muestras: Se tomó 3-5 ml de muestra de sangre periférica con 
anticuagulante EDTA (ácido etilendiaminotetraacético). 
Extracción de ADN: se realizó extracción de ADN a partir de 200 ul de sangre 
periférica, con metodología de columnas, utilizando el KIT DNA Mini blood y el equipo 
automatizado QIAcube, siguiendo las indicaciones de la casa comercial (QIAGEN, 
http://www.qiagen.com/).  
PCR Múltiple en tiempo Final: Se utilizó el Kit de Trombofilia de Elucigene TRP 
(Prueba de riesgo de trombosis) Catálogo: TH003B2, siguendo el protocolo de la casa 
comercial. (GENPROBE, http://www.genprobe.com/).  
El método empleado por la prueba Elucigene TRP se basa en el sistema de mutaciones 
refractarias a la amplificación (ARMS), una tecnología de amplificación por reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR), la cual nos permite detectar mutaciones puntuales sin 
necesidad de utilizar enzimas de restricción (Newton et al., 1989). 
La prueba se compone de dos mezclas de reacción complementarias. La primera 
mezcla de reacción (Mix A), amplifica específicamente todos los alelos que no se ven 
afectados por las mutaciones del factor V Leiden (R506Q), el factor II (protrombina 
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20210A) y la MTHFR (677C>T). La segunda mezcla de reacción (Mix B), contiene 
cebadores que amplifican específicamente sólo los alelos mutantes de R506Q, 20210A y 
677C>T (MIX B). Cada mezcla de reacción incluye cebadores que amplifican 
secuencias de DNA que no corresponden al factor V Leiden, protrombina , ni a la 
MTHFR , como control interno de amplificación. Los productos amplificados 
(amplicones) de las dos reacciones se separan mediante electroforesis sobre un gel de 
agarosa; la presencia o ausencia de bandas en el gel indica el estado de los alelos del 
factor V Leiden (R506Q), el factor II (protrombina 202I 0A) y la MTHFR (677C>T). 
Materiales utilizados para la PCR 
Se utlizaron los materiales y equipos descritos en el Kit de Trombofilia de Elucigene TRP 
Catálogo: TH003B2, (GENPROBE, http://vvww.genprobe.com/).  
Mezcla de reacción de PCR 
Inicialmente realizamos la preparación de la enzima Taq Polimerasa, según el 
fabricante, con alg-uana modificaciones (ver tabla 4). 
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5 
Número de pruebas 
10 20 50 
Volumen de agua destilada estéril 
(uL) 
21 42 84 210 
Volumen de buffer de carga (uL) 30 60 120 300 
Volumen de buffer de dilución 
(uL) 
6 12 24 60 
Volumen de Taq Polimerasa (uL) 
** 
3 6 12 30 
Volumen total (uL) 60 120 240 600 
Tabla 4. Preparación de la Enzima Taq Polimerasa. 
**Modificado, utilizamos la Taq Polimeraza de QiaGene en lugar de la AmpliTaq Gold 
(Rodriguez, K., Samaniego, N., Cederio, J y Sotillo, L. 2010). 
Luego que preparamos la Ezima, procedemos a preparar las mezclas de reacción A y B 
en tubos de 1.5 ml por separado (ver Tabla 5). 
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Número de pruebas 
5 10 20 50 
A B A B A B A B 
Volumen de 
primer mix A (uL) 
82.5 165 330 825 
Volumen de 
primer mix B (uL) 




27.5 27.5 55 55 110 110 275 275 
Volumen de 
MgC12 (uL)** 
5 5 10 10 20 20 50 50 
Volumen total 
(uL) 
115 115 240 240 480 480 1150 1150 
Tabla 5. Preparación de las Mezclas de reacción A y B. 
**Modificado, agregamos 1 ul de MgC1 2 por cada reacción (Rodriguez, K., Samaniego, N., 
Cedefio, J., y Sotillo, L. 2010). 
A continuación, alicuotamos 20 ul de cada Mix A y B en tubos de 0.2 ml por separado 
y agregamos 5 ul del ADN de los pacientes, control y blanco de reacción. 
Luego precedimos a amplificar los productos de PCR con los siguientes ciclos (figura 9): 














Figura 9. Ciclos de Amplificación utilizados en la PCR. (Samaniego, N., Rodriguez, K., 
Cederio, J., y Sotillo, L. 2010). 
Una vez terminado el programa de ciclos de amplificación, se pueden almacenar las 
muestras a temperatura ambiente de un día a otro o a 2-8 °C hasta 7 días antes de realizar 
el análisis mediante electroforesis en gel de agarosa. 
Electroforesis en Gel 
Los resultados del PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 2% mediante 
electroforesis. 
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Interpretación de las bandas de PCR 
1 El control negativo no debe mostrar bandas dentro del área defuuda por las bandas 
de control supenor e inferior 
2 Las bandas de control supenor e inferior deben estar claramente visibles en todas 
las muestras (ver Figura 10) 
3 La posición de las bandas de control superior e infenor debe indicar el tamano 
molecular correcto (ver Figura 10) 
Si no se observa alguno de los puntos anteriores no deben interpretarse los resultados 
y debe llevarse a cabo una nueva prueba 
La Figura 10 muestra un diagrama del tamano en pares de bases y la ubicación 
relativa de los productos de la PCR en un gel que se espera para un genotipo de trombosis 
heterocigótico (con mutaciones del factor V el factor II o la MTHFR) utilizando el 
reactivo de la prueba de nesgo de trombosis 
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_ 
PCALIERA 	 PCR 	 TAMAÑO MUTACIÓN  
600 tap 
	 Normal Multaole 
	 1 I~1  500 bp  
	
526 bp 	 Control suporior 
_ 
	
47.3 bp 	 Cortibbl importar 
350 bp, 	  
300 bp 
=3 I  250 	
26.0 bp 	 Facial,/ PI 
bp e 
200 bp  	 C= I= 200 bP 	 Faclor V 
~Ea 
— 1 
	 140 bp 	 141110r 
100 bp e 	 1 	 ~I MI= 97 bP Ccoblibt 4~1w 
50 bp 
Figura 10. Diagrama del tamaño en pares de bases y la ubicación de los productos de PCR 
esperados utilizando el reactivo de la prueba de trombosis. Tornado de Elucigene TRP N° de 
cat. THOO2B2. 
Análisis de los Resultados: Se calculó las frecuencias alélieas (Prevalencia) y 
genotípicas de cada mutación. 
Las Frecuencias genotípicas de una población son las proporciones o porcentajes de 
individuos de cada genotipo que están presentes en la población (Cabrero, J., y Camacho, 
J. 2002). 
La frecuencia génica o frecuencia aiélica consiste en la proporción de cada alelo en 
un locus dado en una población específica. La suma de las frecuencias alélicas en una 
población siempre es 1 (o 100%). Supongamos un gen con los alelos A y a, y sean nAA, 
nAa y na a los números de individuos con los genotipos AA, Aa y aa, respectivamente, de 
modo que nAA+ nAa +naa= N, siendo N el n° total de individuos de la población. Si 
representamos por X, Y y Z las proporciones de los genotipos AA, Aa y aa en la 
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población, las frecuencias genotípicas serán (Cabrero, J., y Camacho, J. 2002) ver 
figura 11: 
n aa  
	
AA  -- 2An 	 YAa = =4(-111 	 y Z= 	
' 
de forma que 
N 	 N 
X +Y +Z =1 AA 	 Aa 	 aa 
Figura 11. Fórmulas utilizadas para calcular la frecuencia genotípica. Toma de (Cabrero, 
J., y Camacho, J. 2002). 
Las frecuencias alélicas (prevalencia) las calculamos a partir del número de 
individuos de cada genotipo, denominamos p a la frecuencia de A yq a la de a (Cabrero, 
J., y Camacho, J. 2002) ver figura 12: 
2nAA + nAa n 	 n AA 2 Aa  p= 
2N 
2n +n 	 n aa 	 Aa 	 aa 2 Aa  
, y = 2N 	 N 
Figura 12. Fórmulas utilizadas para calcular la frecuencia alélica (prevalencia de la 
mutación). Tomado de (Cabrero, J., y Camacho, J. 2002). 
Las variables continuas como la edad de los pacientes y controles se describieron en 
términos de media y rango. 
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Para comparar las prevalencias entre los pacientes y controles utilizamos una tabla 
tetracórica (2x2). En esta tabla se registra en las columnas el número de enfermos 
(pacientes) y no enfermos (controles) y en las filas el número de expuestos (con 
mutación) y no expuestos (sin mutación) ver tabla 6: 
Pacientes Controles Total 
Con Mutación a b a + b 
Sin Mutación c d c + d 
Total a + c b + d a+b+c+d 
Tabla 6. Tabla tetracórica (2x2) utilizada para comparar prevalencias y cálculos de Odds 
Ratio. Tomado de (Rothman, K., etal., 1998). 
La magnitud de la asociación entre mutación y caso se expresará como Odds Ratio 
(OR) con intervalos de confianza del 95%. Para calcular el Odds Ratio utilizamos la 
siguiente fórmula (http://vassarstats.netiodds2x2.html ): 
OR = (a*d) / (b*c) 
La interpretación del Odds Ratio es similar a la razón de prevalencias; un valor de 
uno se interpreta como igual posibilidad de enfermar entre expuestos y no expuestos. Un 
valor mayor de uno significa que la posibilidad de enfermar es mayor en los expuestos 
que en los no expuestos. Un valor menor a uno significa que la posibilidad de enfermar es 
mayor en los no expuestos que en los expuestos (Rothman, K. et aL, 1998). 
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CAPITULO III 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
S6 
31 RESULTADOS 
En el presente estudio analizamos un total de 320 muestras las cuales las dividimos 
en dos grupos de pacientes y dos grupos controles 
Grupo A (PGR) 55 mujeres con pérdida gestacional recurrente con edades entre 17 y 
44 anos con un promedio de 32 anos (ver figura 13) 
Controles Grupo A 55 mujeres con hijos sin historia de perdida gestacional 
recurrente ni trombosis 
Grupo B (Trombosis) 105 muestras de pacientes que sufrieron algun tipo de 
trombosis en edades comprendidas entre 20 y67  anos con un promedio de 37 anos (Ver 
figura 14) De este grupo 10% fueron hombres y 90% mujeres (Ver figura 15) 
Controles del Grupo B Se analizaron un total de 105 individuos sanos en edades 
comprendidas de 20 a 75 años con un promedio de 42 años (Ver figura 16) 16% 
hombres y 84% mujeres (Ver figura 17) 
Mutación del Factor V Leyden esta mutación no fue detectada en las pacientes con 
perdida gestacional recurrente (Grupo A) ni en los controles (ver tabla 7 y figura 21) En 
el grupo 13 detectamos siete (7) pacientes con esta mutación encontrando una 
prevalencia de 3 3% y en el grupo control se detectó un (1) individuo con esta mutación 
lo que nos da una prevalencia de 05% (Ver tabla 8 y figura 19) 
Se encontró heterocigosidad para la mutación en el 67% de los pacientes del grupo B 
(Trombosis) y 1 0% en los controles No se registraron casos ni controles homocigotos 
para la alteración (ver tabla 10 y figura 20) 
57 
Se asoció fuertemente la mutación como causa de enfermedad en el grupo B de los 
pacientes con trombosis (OR 7.43, IC95% 0.89 a 61.48). No pudimos calcular Odds 
Ratio en el grupo de pacientes con PGR, debido a que no encontramos pacientes, ni 











Figura N° 14. Número de pacientes en el grupo B (Trombosis) según la edad. 
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Figura 17. Porcentaje de individuos en el grupo Control B según Sexo. 
POBLACIÓN II 
FACTOR V GI691A FACTOR ¡1G202104 MTFIFR C677T 
Ce % CA % AA % GG % GA % AA % CC % CT % TT °Á* 
PGR 55 55 100 0 0.0 0 0.0 55 100 0 0.0 0 0 17 30.9 22 40.0 16 29.1 
CONTROL 55 55 100 0 0.0 0 0.0 54 98.2 1 1.8 0 0 17 30.9 26 47.3 12 21.8 
Tabla 7. Frecuencia genotípica del Factor V G1691A, Factor II G20210A y MTHFR C677T 
en el grupo de pacientes PGR y Control. 
Factor V 61691A: GG = Homocigoto Normal, GA = Heterocigoto Mutado, 
AA — Homocigoto Mutado. 
Factor 11 G20210A: GG = Homocigoto Normal, GA = Heterocigoto Mutado. 
AA = Homocigoto Mutado. 
MTHFR C677T: CC= Homocigoto Normal, CT= Heterocigoto Mutado, 
TT= Homocigoto Mutado. 
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POBLACIÓN n 
Individuos n Alelos 
FACTOR V G1691A FACTOR H G20210A MTHFR C677T 
G % A % G % A (1/0 C % T % 
Grupo B 
(Trombosis) 105 210 
203 96.7 7 3.3 205 97.6 5 2.4 131 62.4 79 37.6 
Control B 105 210 209 99.5 1 0.5 208 99.0 2 1.0 126 60.0 84 40.0 
Tabla 8. Prevalencia de la mutación en el Factor V G1691A, Factor 11 G20210A y MTHFR 
C677T en el grupo B (Trombosis) y grupo control B. 
Factor V G1691A: G= Alelo Normal, A = Alelo Mutado. 
Factor II G20210A: G = Alelo Normal, A = Alelo Mutado. 
MTHFR C677T: C= Alelo Normal, T= Alelo Mutado. 
POBLACIÓN n FACTOR V G1691A FACTOR II G20210A MTHFR C677T 
GQ % GA % AA % GG % GA ú/o AA % CC % CT % TT % 
TROMBOSIS 105 98 93.3 7 6.7 0 0.0 100 95.2 5 4.8 0 0 45 42.9 41 39.0 19 18.1 
CONTROL 105 104 99.0 1 1.0 0 0.0 103 98.1 2 1.9 0 0 41 39.0 44 41.9 20 19.0 
Tabla 9. Frecuencia genotípica del Factor V G1691A, Factor 11 G20210A y MTHFR C677T 
en el grupo de pacientes con Trombosis y Control. 
Factor V G1691A: GG = Homocigoto Normal, GA = Heterocigoto Mutado, 
AA = Homocigoto Mutado. 
Factor II G20210A: GG = Homocigoto Normal, GA = Heterocigoto Mutado, 
AA = Homocigoto Mutado. 
MTHFR C677T: CC= Homocigoto Normal, CT= Heterocigoto Mutado, 
TT= Homocigoto Mutado. 
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POBLACIÓN n 
Individuos n Alelos 
FACTOR V G1691A FACTOR II G20210A MTHFR C677T 
G % A %G %A%C% T% 
Grupo A 
(POR) 55 110 110 100.0 0 0.0 110 100.0 0 0.0 56 50.9 54 49.1 
Control A 55 110 110 100.0 0 0.0 109 99.1 1 0.9 60 54.5 50 45.5 
Tabla N° 10. Prevalencia de la mutación en el Factor V G1691A, Factor II G20210A y 
MTHFR C677T en el grupo A (PGR) y grupo control A. 
Factor V G1691A: G= Alelo Normal, A = Alelo Mutado. 
Factor II G20210A: G = Alelo Normal, A = Alelo Mutado. 
MTHFR C677T: C= Alelo Normal, T= Alelo Mutado. 
Mutacion en Factor II: esta mutación no fue detectada en los pacientes con perdida 
gestacional recurrente (Grupo A) y detectamos un (1) individuo alterado en el grupo 
control A (prevalencia de 0.9 %) (Ver figura 8). En el grupo B, detectamos cinco (5) 
pacientes con esta mutación, encontrando una prevalencia de 2.4%; y en el grupo control 
se detectó dos (2) individuos con esta mutación lo que nos da una prevalencia de 1.0% 
(Ver fig. 19). 
Se encontró heterocigosidad para la mutación en el 4.8% de los pacientes del grupo B 
y 1.9% en los controles. No se registraron casos ni controles homocigotos para la 
alteración (ver tabla 9 y figura 20). 
Se asocio la mutación como causa de enfermedad en el grupo B de los pacientes con 
trombosis (OR 2.58, 1C95% 0.48 a 13.58), y no encontramos esta mutación en las 
pacientes que presentaban pérdida gestacional recurrente. 
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PGR hi Control 
49.1 
~EP 
Factor V G1691A 	 Factor II G20210A 	 MTHFR C677T 
Figura 18. Prevalencia de la mutación en el Factor V 61691A, Factor II G20210A y 
MTHFR C677T en el grupo de pacientes con PGR y Control. 
Ii1Trombosis U Control 
40 
Factor V G1691A 	 Factor II G20210A 	 MTHFR C677T 
Figura 19. Prevalencia de la mutación en el Factor V GI691A, Factor II G20210A y 
MTHFR C677T en el grupo B (Trombosis) y grupo control B. 
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ta Trombosis II Control 
93.3 	 99.0 	 95.2 	 98.1 
42.9 39.0 39 	 41.9 
6 . 7 i. 
	 0.0 0.0 	 4.8 1.9 	 O0 
	
19 
GG 	 GA AA GG 	 GA 	 AA CC CT rr 
Factor V G1691A Factor II G20210A MTHFR C6777 
Figura 20. Frecuencia genotípica del Factor V G1691A, Factor II G20210A y 
MTHFR C677T en el grupo de pacientes con Trombosis y Control. 
Mutación MTHFR (C677T): en el grupo de pacientes con PGR, detectamos 40% 
pacientes heterocigotos y 16 (29.1%) pacientes homocigotos para esta mutación (ver 
tabla 7), con una prevalencia 49.1%; en los controles del grupo A (ver tabla 10 y figura 
18); en los controles encontramos 26 (47.3%) individuos heterocigotos y 12 (21.8%) 
homocigotos para la mutación, con una prevalencia de 45.5% (ver figura 18). En el 
grupo B, detectamos 41 (39.0%) pacientes heterocigotos y 19 (18.1%) pacientes 
homocigotos para la mutación, encontrando una prevalencia de 37.6%; y en el grupo 
control detectamos 44 (41.9%) individuos heterocigotos y 20 (19.0%) individuos 
homocigotos para la mutación 10 que nos da una prevalencia de 40.0% (ver figura 19 y 
20). No hubo asociación con la presencia de enfermedad en los grupos de pacientes con 
trombosis (OR 0.85, 1C95% 0.49 a 1.48) ni con el grupo A (PGR) (OR = 1.0, 1C95% 0.44 
a 2.24). 
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• PGR si Control 
Figura 21. Frecuencia genotipica del Factor V G1691A, Factor 11 G20210A y MTHFR 
C677T en el grupo de pacientes PGR y Control. 
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32 D1SCUSION 
Al analizar los resultados de prevalencia en la mutamon del FV Leyden en el grupo 
B de pacientes que sufrieron algun tipo de trombosis identificamos un aumento del 
riesgo de enfermedad trombones de 7 veces cuando se tiene esta mutación Similar a lo 
encontrado en un estudio realizado en USA en donde la asociación del factor V Leyden 
como causa de trombosis venosa profunda, fue de 7 veces en los heterocigotos 
(Rossendorf el al 2007) En un estudio realizado en Colombia, reportaron un aumento 
del nesgo de trombofilia de 14 veces cuando se presenta la mutación del factor V Leyden 
(Gama eta! 2011) 
La prevalencia de la mutación del Factor V Leyden fue de 3 3% en los 105 pacientes 
con eventos trombóticos estudiados y de 05% en los individuos controles (OR 743 
IC95% 0 89 a 61 48) similar a lo reportado en un estudio realizado en Chile en 149 
pacientes con trombosis diagnosticada y 160 controles en el cual la prevalencia del FV 
G1691A fue de 2 7% en los pacientes y O 6%% en el grupo control (01 2 1 0 29 3 
p 0 04) (Palomo eta! 2005) 
La heterocigocidad del Factor V Leyden en nuestro estudio fue de 67% en los 
pacientes con trombosis diagnosticada y de 1 O% en los controles Similar a lo reportado 
en Chile (5 4% pacientes va 1 3% controles) (Palomo et al 2005) Menor a lo reportado 
en Venezuela (182% heterocigotos con TVP y 3 9% en los controles) (Lopez el al 
2007) Menor tambien a lo reportado en USA en un estudio de trombofilm de Leyden 
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(18% pacientes con trombosis vs 3% controles) (Rossendorf el al 2007) pero al igual 
que en nuestro estudio detectaron aumento de nesgo de 7 veces cuando se tiene la 
mutación Cabe destacar que la frecuencia del FVL varia segun el grupo etmco siendo 
mas frecuente en poblaciones generales de Estados Unidos y Europa, que presentan 
porcentajes entre el 3 y el 8% de heterocigoadad en el factor V Laden (Zoller a al 
1997) 
Un heterocigótico mutado para la mutación el factor V Leiden tiene 7 veces más 
probabilidades de presentar tromboemboha venosa, un homocigótico mutado para el 
factor V Lacten tiene un nesgo 80 (ochenta) veces mayor (Malcns et al 1997) En 
nuestro estudio no encontramos pacientes m controles homocigos mutados para el Factor 
V Leyden ni para el Factor II G2021 0A 
Con respecto a la mutación del Factor II G202 10A encontramos una prevalencia de 
24% y de I O% en el grupo control La heterocigosidad para la mutación en el grupo de 
pacientes con trombosis fue de 48% y de 1 9% en control Se detecto asociación del 
Factor 11 como nesgo de trombosis en el grupo de pacientes que sufrieron algun evento 
tromboembólico (OR 258 IC95% 048 a 13 58) pero menor que el FVL (OR 743 
IC95% 089 a 61 48) Estos resultados son muy similares a los reportado en un estudio 
realizado en Chile en pacientes con trombosis en donde la prevalencia de la mutación 
PT 020210A fue 27% pacientes y 1 25% ene! grupo control (OR=2 0 0689  p NS) 
(Palomo et al 2005) En Italia y Espana estimaron que la presencia de este alelo 
incrementaba alrededor de 3 veces el nesgo de TVP (0R=3 88 IC del 95% 2 23-6 74 y 
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OR=3 I IC del 95% I 4 6 6 respectivamete) Italia (Margaglione el al 1998) Espana 
(Sout el al 1998) No obstante otros estudios no logran evidenciar un claro aumento de 
nesgo asociado a este alelo Espana (Aznar J el al 2000) y en Italia (Tosetto et al 
1999) 
La mutacion de la protrombma 620210A se describió onguialmente en la población 
danesa (Dinamarca) donde la prevalencia encontrada fue del 23% en controles sanos 
62% en pacientes seleccionados con trombosis venosa profunda y 18% en pacientes 
seleccionados con historia familiar Se ha identificado una mayor prevalencia de la 
mutación en Europa del sur (26% 65%) en comparación a lo reportado para Europa del 
Norte (Mcglennen y Key 2002) Ya que los datos de prevalencia en las poblaciones 
Amenndia y africana son extremadamente bajas la prevalencia en la población 
panamena de la mutacion en la protrombma G2021 0A podna explicarse por la mezcla de 
la poblacion con los Espanoles en donde la frecuencia ha llegado a reportarse de hasta 
65% (Torres 3 D 2006) Respecto al nesgo de desarrollar TVP en pacientes con esta 
mutación estudios informan un aumento en el nesgo de hasta 2 y 3 veces (Poort el al 
1996) similar a lo detectado en nuestro estudio con un aumento de nesgo de 2 veces (OR 
258 1C95% O 48 a 13 58) 
No encontramos la mutación del factor V Leyden o el Factor II G202 10A en las 
pacientes con perdida gestacional recurrente por lo que no asociamos estas mutaciones 
como causa de la POR Esta baja asociación también es resportada por vanos autores 
como (Kutteh el al 1999 Alonso el al 2002 Carp el al Bezemer el al 2007) Sin 
embargo es importante mencionar que existen vanas publicaciones que si encuentran tal 
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asociación y que no apoyanan nuestros hallazgos (Kupfemuc et al 1999 Nelen et al 
2000 Rey el a/ 2003 Jivraj et al 2006) Por lo antenor expuesto la asociación de 
perdida gestacional recurrente con las mutaciones estudiadas es motivo de controversia 
En un estudio casos y controles realizado en Estados Unidos en 192 pacientes con 
perdida gestacional reportaron que la a presencia de al menos 1 copia de FVL (OR 1 76 
1C95% 0 85 3 65 P = O 13) o I copia del PT G20210A (OR 074 1C95% 030 184 P 
= 0 52) no se asoció significativamente con el aborto expontáneo (Kocher el al 2007) 
En Panama realizamos un pnmer estudio descriptivo en cual determinamos la 
prevalencia del Factor V Leyden (2 09%) Factor II G202 10A (0 95%) y la MTHFR 
C677T (35 74%) en 651 mujeres con perdida gestacional recurrente que ingresaron al 
Laboratorio de Genetica del CHDRAAM entre el 2007 y 2010 (Samaniego el al 2010) 
Contmando las investigaciones de trombofilia genética en las pacientes con PGR 
realizamos este estudio de casos y controles para conocer la asociamon de estas 
mutaciones como causa de perdida gestamonal recurrente 
Los poi:moramos de MTHFR siempre han estado rodeados de controversias 
Multiples estudios de casos y controles han mostrado asociaciones entre trombosis 
arterial y venosa y los IllvelCS de homocistema en sangre sin embargo los resultados son 
contradictorios cuando se comparan con la prevalencia homocagótica en especial de 
MTHFR C677T (Den Heijer el al 2005) Un reciente meta analisis concluyó que a pesar 
de que la mutación causa leve hiperhomocistememia, no hay un aumento del nesgo 
cardlovascular Actualmente es generalmente aceptado que éste polimorfismo por si solo 
no es un factor de nesgo para desarrollar una trombosis pero si podna tenerse en cuenta 
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como un factor de sinergismo con otras condiciones trombofilicas La frecuencia en este 
estudio del genotipo homocigoto en el grupo de POR fue de 291% y de 21 8% en los 
controles en el grupo de trombosis fue de 18 I y de 190% en los controles los 
heterocigotos por su parte presentaron frecuencias similares 400% POR y47  3% en los 
controles 390% trombosis y41 9% en los controles Estos datos coinciden relativamente 
con un estudio realizado en Colombia en el cual reportaron una homocigocidad de 24% 
en los pacientes y 193% en los controles la heterocigosidad se detectó en un 52% en los 
pacientes y en un 50% en los controles (Torres er al 2006 Den Helor et al 2005) 
Dado estos resultados el nesgo de presentar un evento tromboembólico con la presencia 
de este polimorfismo no puede establecerse debido a la alta frecuencia de la alteracion en 
la población sana 
Aproximadamente el 12% de la población en los Estados Unidos es homocigota para 
el polimorfismo C677T de la MTHFR y la luperhomocistememia tipicamente se 
manifiesta cuando los niveles de folato se encuentran en el extremo mfenor de los rangos 
normales (Bermuda el al 2006 Ayala et al 2010 Key el al 2002) El nesgo que 
conlleva la presencia de este polimorfismo es de aproximadamente 25 veces para 
presentar un evento de trombosis venosa, sin embargo su asociación al factor V de Leiden 
se acompana de un aumento del nesgo y sirve como un ejemplo de la interaccion gen gen 
en las trombofilias (Key eta! 2002 Den Heljer et al 2005) 
En una revision de 4 estudios aproximadamente el 75% de los miembros de una 
familia con dos defectos presentaron el evento en comparación al 10% de aquellos que 
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solo presentaban una alteración de lo que se infiere que el aumento del nesgo fue de 
aproximadamente 3 veces (Press a al 2002) 
Otras variantes que han sido detectadas =luyen la mutación Al298C que genera un 
cambio de glutamma por alanina y ha sido implicada en la patogema de los defectos del 
tubo neural (Weisberg eta! 1998 Van der Put eta! 1998) la T1068C y la T13 I 7C no 
son chnicamente significativas (Key eta! 2002) 
Como dato ~loso mencionamos que una paciente de 4 anos con historia de 
trombosis la exclwmos en la comparación de casos y controles por su edad y resultó 
heterocigota mutada para el Factor H 020210A esto nos indica que el hecho de presentar 
esta mutación en diferentes edades de la vida, es un factor importante que puede 
desencadenar una trombofilia genetwa 
Es importante destacar que la mutación es una condición que predispone al desarrollo 
de la trombosis y sabemos que esto va ligado a la eficiencia de los cofactores que utiliza 
la enzima MTHFR para realizar su función normal y mantener niveles adecuados de la 
homosistema Se requiere estudios prospectivos en donde los pacientes que presentaron la 
mutación se les realicen la medición de la concentración de la hornos:atenta en sangre 
para correlacionar los resultados 
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CONCLUSIONES 
I Este estudio nos permitió determinar la prevalencia de las mutaciones en el Factor 
V leyden en el Factor 11 G20210A y el polimorfismo de MTHFR C677T en 
pacientes con eventos trombóncos mujeres con POR y realizar compararaciones 
con el grupo control 
2 Se detectó una fuerte asociación (nesgo de 7 veces) del Factor V Ude:2 como 
casusa de la trombosis en los pacientes con eventos tromboembolicos y menor 
asociación con la mutación del Factor 11 020210A (nesgo de 2 veces) 
3 No asociamos la mutación del FVL y del Factor 11 G20210A como causa de la 
POR, debido a que no encontramos pacientes positivos en la muestra estudiada 
4 No encontramos asociación del polimorfismo C677T de la MTHFR en los 
pacientes estudiados debido a la alta frecuencia en nuestra población La 
mutación es una condición que predispone al desarrollo de la trombosis y 
sabemos que esto va ligado a la eficiencia de los cofactores que utiliza la enzima 
MTHFR para realizar su función normal y mantener niveles adecuados de la 
homosistema 
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5 La detección de factores hereditarios facilita a los cluucos decidir sobre la 
Instauracion de terapias de anti coagulación duración del tratamiento y estudios 
de extension a otros miembros de la familia 
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RECOMENDACIONES 
Realizar un estudio prospectivo en donde se determine la concentración de ácido 
fohco y vitamina 812 (cofactores de la enzima MTHFR) en los pacientes que presentaron 
genotipos homocigotos mutados y correlacionar con los niveles de homosistema en 
sangre ya que el nesgo de trombosis tambien se ha visto incrementado 34 veces cuando 
los pacientes presentan concomitantemente luperhomocistememia (Torres et al 2006) 
Finalmente se hace necesano comentar la tendencia hacia una interacción entre la 
mutación del Factor V y los polimorfismos de MTHFR La mutación ocurre comunmente 
y puede ser coheredada con otras trombofiluis como deficiencias de la protema C 
protema S antitrombina, protrombma G20210A y MTHFR C677T por lo que se 
reconuenda realizar un estudio de smergismo con otras causas de trombofdia y evaluar el 
nesgo para desarrollar un evento trombótico 
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Figura 22. Electroforesis en Gel de agarosa 2% de pacientes a los cuales se les realizó la 
prueba de trombofilia. 
A: Cebadores específicos para la amplificación de alelos no afectados por las 
mutaciones del factor V, del factor II ni de la MTHFR, cebadores de control 
(Superior e inferior). 
B: Cebadores específicos para la amplificación de alelos afectados por las 
mutaciones del factor V, del factor II o de la MTHFR, cebadores de control 




MUESTRA FACTOR V FACTOR H MTHFR 
783 Homocigoto Normal Homocigoto Normal Heterocigoto Mutado 
806 Homocigoto Normal Homocigoto Normal Homocigoto Normal 
807 Homocigoto Normal Homocigoto Normal Homocigoto Normal 
809 Heterocigoto Mutado Homocigoto Normal Homocigoto Normal 
810 Homocigoto Normal Homocigoto Normal Homocigoto Normal 
811 Homocigoto Normal Homocigoto Normal Homocigoto Normal 
812 Homocigoto Normal Homocigoto Normal Homocigoto Normal 
813 No Ampl. El Ci. Repetir No Ampl. El Ci. Repetir No Ampl. El Ci. Repetir 
Homocigoto Mutado CONTROL Homocigoto Normal Homocigoto Normal 
BLANCO No Ampl. Ok No Ampl. Ok No Ampl. Ok 
Figura 23. Interpretación de la Electroforesis de un gel de agarosa 2% para la prueba de 
trombofilia presentado en el Anexo 1. 
